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Abstrakt 
Tato práce se zabývá biosenzory pro detekci látek v roztocích pomocí modifikovaných 
uhlíkových nanotrubic. Shrnuje poznatky o uhlíkových nanotrubicích a elektrochemických 
analytických metodách využitých v této práci. V práci je řešen problém přímé 
elektrochemické detekce inzulinu pomocí CNTs modifikovaných tlustovrstvých planárních 
uhlíkových elektrod. Byly připraveny základní pracovní elektrody tvořeny komerční 
uhlíkovou pastou a následně modifikovány tenkým filmem CNTs, CNTs/oxid ruthenia a 
CNTs/chitosan. Nejlepších výsledků detekce inzulinu bylo dosaženo u pracovních elektrod 
modifikovaných nízkou koncentrací nečištěných CNTs, které vykazovaly i nízkou základní 
odezvu v elektrolytu a dobrou odezvu na přídavky inzulinu v koncentračním rozsahu od 0,25 
do 10 mol/L. Ostatní modifikace způsobily zvýšení základní odezvy samotné elektrody, ale 
samotnou detekci nikterak významně neovlivnily. 
Abstract 
The aim of this work is to describe biosensors for detection of substances in liquids using 
modified carbon nanotubes. This work reports on knowledge about nanotubes and 
electrochemical analysis methods which were used. The matter of direct electrochemical 
detection of insulin using CNTs modified thick layer planar carbon nanotubes is discussed. 
The elementary working electrodes were created by using of commercial carbon paste and 
were modified by thin film CNTs, CNTs/ruthenium oxide and CNTs/chitosan then. The best 
results of the insulin detection were achieved with the working electrodes modified by low 
concentration non-purified CNTs which had low elementary response in electrolyte and good 
response to increasing concentration of insulin in the concentration range from 0, 25 to 10 
μmol/L. The other modifications caused increasing of the electrode elementary response, but 
they did not significantly affect the detection. 
Klíčová slova 
Uhlíkové nanotrubice, cyklická voltametrie, amperometrie, biosenzor, inzulin. 
Keywords 
Carbon nanotubes, cyclic voltammetry, amperometry, biosensor, insulin. 
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1 Úvod 
Biosenozor je analytický přístroj obsahující citlivý prvek biologického původu, který je 
buď součástí, nebo v těsném kontaktu s fyzikálně-chemickým převodníkem. Poskytuje 
průběžný elektronický signál, který je přímo úměrný koncentraci jedné nebo několika 
(skupin) chemických látek ve vzorku. Nachází široké uplatnění v medicíně, farmakologii, 
monitorování škodlivin životního prostředí, armádě a fermentačních procesech (kvašení). 
V dnešní době je snahou miniaturizovat senzory, zlepšit jejich citlivost, selektivitu a meze 
detekce. V tomto směru je nutné spojit standardní biosenzory s novými poznatky z oblasti 
nanotechnologií, kdy jsou hledány nové materiály a látky, které by dokázaly přinést do oblasti 
biosenzoriky zlepšení uvedených parametrů. 
Nanočástice jsou zde od nepaměti, a to jako důsledek vulkanické činnosti a ohňů, obvykle 
v podobě sazí. Za nanomateriály se považují objekty různých tvarů, od kulovitých či 
trubkovitých po vlákna, s různým chemickým složením. Jedná se například o uhlík, kovy, 
oxidy kovů nebo polymery, jejichž alespoň jeden rozměr je menší než 100 nanometrů. 
Medicínská nanotechnologie je zatím ve fázi úvah a testování, nicméně některé 
nanočástice, jako jsou například nanočástice založené na uhlíku, jsou pro své jedinečné 
vlastnosti zkoumány již po dlouhou dobu. Objevují se i v některých reálných aplikacích. 
Například pracovní elektrody pro elektrochemickou analýzu látek modifikované uhlíkovými 
nanotrubicemi. Ty lze pak další úpravou modifikovat pomocí biomolekul, které pak dokáží 
zvýšit specifickou afinitu k určité látce a tím zvýšit selektivitu a citlivost elektrochemické 
analýzy. 
Práce pojednává o přímé elektrochemické detekci inzulinu pomocí CNTs modifikovaných 
tlustovrstvých planárních elektrod.  
Inzulin se řadí mezi významné proteiny se slibnými elektrochemickými vlastnostmi. 
Objevitelem inzulinu byl lékař Frederick Grant Banting, který začal svůj výzkum v roce 1921 
s pokusy na psech. Inzulin je bílkovinný hormon produkovaný β- buňkami Langerhansových 
ostrůvků slinivky břišní, který snižuje hladinu cukru v krvi, jeho protagonistou je glukagon. 
Jejich vzájemné působení udržuje hladinu glykémie v rovnováze. 
Cílem práce je vyrobit planární tlustovrstvý biosenzor pro detekci inzulinu. Částí 
biosenzoru by měla být modifikovaná pracovní elektroda BQ221 uhlíkovými nanotrubicemi, 
oxidem ruthenia nebo chitosanem.  
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2 Teoretická část 
2.1 Uhlíkové nanotrubice (CNTs) 
Uhlíkové nanotrubice (CNTs – Carbon nanotubes) patří mezi nedávno objevené alotropy 
uhlíku, které vzhledem ke svým jedinečným vlastnostem nabízí uplatnění v mnoha aplikacích. 
I když byly uhlíkové nanotrubice (tehdy jako útvary) pozorovány již v padesátých letech, 
jejich objev je připisován prof. Iijimovi, který v roce 1991 jako první publikoval článek o 
přípravě vícestěnných uhlíkových nanotrubic vnořených do sebe [1]. O existenci a přípravě 
jednostěnných uhlíkových nanotrubic následně publikoval rovněž Iijima a zároveň nezávisle i 
Bethune v roce 1993. [2]  
2.1.1 Struktura a vlastnosti uhlíkových nanotrubic 
Základním stavebním prvkem nanotrubic je grafen. Grafen (obr. 2a) je forma uhlíku s 
atomy tvořícími rovinnou šestiúhelníkovou strukturu. Pokud tuto vrstvu svineme, získáme 
jednostěnnou uhlíkovou nanotrubici (SWNT), jak je ukázáno na obrázku 2b. Závislost směru 
sbalení dvojrozměrných grafenových vrstev daným chirálním vektorem  ⃗  určuje výslednou 
strukturu uhlíkových nanotrubic. Směr chirálního vektoru je dán dvěma celočíselnými 
proměnnými (n, m) a vektorovou rovnicí n  1 + m  2 =  ⃗ , kde   1 a   2 jsou jednotkové vektory. 
N a m jsou celá čísla charakteristické pro každou dvojici hodnot SWNT. Příklad konstrukce 
chirálního vektoru je uveden na obrázku 1. Zkoumaná SWNT je zde rozvinuta do 
grafenového listu, kde dvě modré čáry značí přímky rovnoběžné s osou nanotrubic. Na levé 
modré čáře je zvolen bod A, který leží na vrcholu jednoho z šestiúhelníků. Dále je vynesen 
tzv. „armchair line“ půlící každý šestiúhelník na dvě stejné části. Bod B je pak první nejbližší 
vrchol šestiúhelníku na druhé modré přímce. Hledaný chirální vektor je spojnicí R bodu A a B. 
Pokud chirální vektor leží přímo v „armchair lini“ bude SWNT typu „armchair“, pokud leží 
pod úhlem 30° bude SWNT typu „zigzag“. Je-li úhel jiný, jde o „chirální“ SWNT. [3,4] 
Průměr nanotrubice lze vypočítat ze složek chirálního vektoru dle následujícího vztahu: 
          (                  ],    (1) 
kde hodnoty n a m určují chiralitu, či stočení SWNT.  
Chiralita pak ovlivňuje vodivost, hustotu, mřížkovou strukturu a další vlastnosti nanotrubice. 
Je-li rozdíl (n – m) nulový, nebo dělitelný třemi, je SWCNT považována za kovově vodivou, 
jinak se chová jako polovodič. [3] 
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Obr. 1 Konstrukce SWNT pomocí chirálního vektoru R  . (Převzato z [5]) 
Uhlíkové nanotrubice lze rozdělit na dva základní typy. Prvním typem jsou jednostěnné 
CNTs (SWNT – Single Wall Carbon Nanotube), které mají typický průměr v rozmezí od 0,4 
do 2 nm a délku až několik mikrometrů. Druhým typem jsou mnohostěnné CNTs (MWNT – 
Multi Wall Carbon Nanotube, obr. 2c), tvořené z několika soustředných uhlíkových 
nanotrubic, které jsou zpravidla v průměru větší než 2 nm, zatímco jejich délka může být více 
než 10 μm. Nanotrubice mají dobré mechanické, elektrické a optické vlastnosti, jsou pevné 
(až 100x pevnější než ocel), pružné a tepelně stabilní. [5] CNTs vykazují vysokou 
mechanickou pevnost (mez pevnosti v tahu 30-60 GPa). Yongův modul/modul pevnosti 
v tahu je větší než 1 TPa / 100 GPa. CNTs mají veliký poměr mezi průměrem (v 
nanometrech) a délkou (v mikrometrech). Mezi jejich další vlastnosti patří vysoká elektrická 
vodivost (typicky 10⁻⁶ Ω.m), vysoká tepelná vodivost, která u SWNTs dosahuje hodnoty 
1750 - 5 800 W/mK a u MWNTs více než 3000 W/mK. Dále mohou přenášet proudy o 
vysoké hustotě (10³ A/m²). CNTs jsou chemicky inertní a nejsou napadány silnými 
kyselinami nebo zásadami. [5,7] 
Ta
armchair (n,n)
zigzag (n,0)
(6,3)
connection points 
of graphene sheet
after wrapping
grap
hen
e sh
eet 
for
chir
al na
notu
be 
cons
truc
tion chi
ral (
n,m
)
a1
a2
C=na1+ma2
2D graphene sheet
q 
- 8 - 
 
 
Obr. 2 Uhlíkové nanotrubice jsou vyrobeny z jednotlivých listů grafenu. (a) Představuje výřez části 
grafitové mříže. (b) Ukazuje SWNT a (c) MWNT. [22] 
2.1.2 Syntéza CNTs 
Uhlíkové nanotrubice lze vyrábět pomocí různých metod, jejichž rozdělení je znázorněno 
na obrázku 3. Jednotlivé metody příprav CNTs mají své výhody a nevýhody, které vedou 
k syntéze různých typů CNTs. Typ zvolené metody nám předurčí vlastnosti vyrobené CNTs. 
Skutečnost, že SWNT a MWNT o stejné délce nemají stejnou hmotnost, bylo donedávna 
opomíjeno. Proto je nutné stanovit vztah mezi hmotností, hustotou CNTs a jejich 
geometrickými vlastnostmi (vnitřní průměr, vnější průměr a počet stěn). Rozdíly v průměru 
také ovlivňují rozpustnost CNTs v super kyselinách a dispergovatelnost v povrchově 
aktivních látkách (surfaktantech).  
 
Obr. 3 Přehled používaných metod pro přípravu CNTs v současné době. (Převzato z [5]) 
Metody 
přípravy 
CNTs
Elektrický 
obloukový 
výboj
Laserová 
ablace
Sonochemicky 
nebo 
hydrotermálně
Chemická 
depozice z 
plynné fáze 
(CVD)
Elektrolýza
Žhavé 
vlákno
Vodou 
asistované
Kyslíkem 
asistované
Mikrovlnné 
plasma
Radio-
frekvenční
Termální
Plasmou 
aktivované
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Mezi tři nejčastěji využívané technologie výroby CNTs patří výboj elektrického oblouku, 
laserová ablace a chemická depozice par (CVD). Jejich stručná charakteristika a srovnání je 
shrnuto v tabulce 1. [5] 
 
Tabulka 1: Shrnutí a porovnání tří základních metod syntézy CNTs. [13] 
Metoda: Výboj elektrického oblouku Laserová ablace 
Chemická depozice z 
par (CVD) 
Mechanismus: 
Metoda je založena na 
kondenzaci uhlíkových 
atomů odpařených 
grafitových elektrod v inertní 
atmosféře. Mezi elektrodami 
vzdálenými od sebe několik 
milimetrů se vytvoří páry 
uhlíku (uhlíkové plazma), ze 
kterých se za přítomnosti 
katalyzátoru formují výsledné 
uhlíkové nanotrubice. 
 Metoda je založena na 
kondenzaci uhlíkových 
atomů, které se odpařují 
z grafitových elektrod, 
k němuž se používá 
přerušovaný nebo 
kontinuální laserový 
paprsek v trubkové peci. 
 Metoda je založena na 
rozkladu plynné fáze 
uhlíkových molekul 
rozštěpených 
v plazmatu na 
atomární uhlík, který 
difunduje na vyhřívaný 
substrát pokrytý 
vrstvou kovového 
katalyzátoru (zde 
narůstají CNT). 
Výtěžek CNT: 30-90% do 70% 20-100% 
SWCNT: 
 Krátké trubky o průměru 
0,6-1,4 nm. 
 Dlouhé svazky trubek 
(5-20μm), s jedinečným 
průměrem 1-2 nm. 
 Dlouhé trubky 
s průměrem v rozmezí 
0,6-4 nm. 
MWCNT: 
 Krátké trubky s vnitřním 
průměrem 1-3 nm a vnějším 
průměrem přibližně 10 nm. 
 Příliš se nepoužívá, 
protože technika je 
nákladná, ale MWNT 
syntéza je možná. 
 Dlouhé trubky 
s průměrem v rozmezí 
od 10-240 nm. 
Výhody: 
 -kvalitní CNT 
-výroba SWNT, MWNT 
-MWNTS bez katalyzátoru 
-snadná a levná výroba 
 -kvalitní CNT 
-vysoký výtěžek (1-10 
g/proces) 
 -vysoký výtěžek CNT 
-výroba SWNT, 
MWNT 
-kontrola rychlosti 
růstu 
-levná výroba 
-orientované CNT 
Nevýhody: 
 -mnoho defektů a vedlejších 
produktů 
-krátké CNT 
 -vysoká cena 
-výroba pouze SWNT 
 -mnoho defektů 
 
Parametry: 
-stejnosměrný el. Proud (50-
100 A) 
-napětí mezi elektrodami (25-
35 V) 
-teplota 3000-4000°C 
-tlak plynu (5-7 kPa) 
-inertní plyn (He, Ar) 
-katalyzátor (Ni, Co, Fe) 
 
-výroba při teplotě 
1200°C 
-intenzita laseru 
100kW/cm
2
 
-inertní plyn (He, Ar) 
-katalyzátor (Ni, Co, Fe) 
-výroba při teplotách 
(SWNT) 900-1200°C 
-zdroj plynných 
uhlíkových atomů 
(metan, acetylen, oxid 
uhelnatý) 
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2.1.3 Funkcionalizace 
Funkcionalizací se rozumí modifikace povrchu uhlíkových nanotrubic. Povrchové 
modifikace CNTs se nejčastěji využívá kvůli lepší dispergovatelnosti CNTs v roztocích a 
schopnosti na sebe vázat další organické nebo anorganické molekuly a tím měnit své 
vlastnosti a povrchovou aktivitu. Jednou z důležitých vlastností CNTs je, že tento materiál je 
prakticky nerozpustný ve vodných a polárních/nepolárních organických rozpouštědlech. 
Protože tato vlastnost brání jejich chemické manipulaci a možnému využití v mnoha oborech, 
vědci začali zkoumat jejich možnou fyzikální a chemickou funkcionalizaci. Podobně jako u 
fullerenů jsou jejich bočnice mnohem více inertní vůči chemickým činidlům. Z tohoto důvodu 
zde není tolik metod, které by se daly použít. O kovalentní i nekovalentní funkcionalizaci je 
v současné době známo, že je velmi užitečná při rozplétání CNT svazků, ale má různé dopady 
na jejich elektronické vlastnosti. Přehled metod modifikace CNTs je možné vidět na obrázku 
4. [5,9,10,12] 
 
Obr. 4 Přehled metod povrchové modifikace CNTs. [9] 
 
Oxidace CNT je jednou z možností chemické funkcionalizace. K oxidačním reakcím 
dochází v místě otevření uhlíkového cyklu, nebo na koncích CNT. Reakce začíná na 
chemicky reaktivnějších (nestabilních) pětiúhelnících přes kovalentní vazby, na které se 
naváže oxidační činidlo (používá se kyselin HNO3 a H2SO4 s UV záření). Tím se oslabí 
elektronová hustota na okolních vazbách a ty se pak mohou snadněji oddělit (dojde k otevření 
CNTs). [9, 10] 
Funkcionalizace 
Kovalentní 
Oxidace 
Fluorace 
Amidace 
Nekovalentní 
Vodíkové 
můstky 
Van der 
Waalsovy síly 
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2.1.4 Aplikace 
CNTs se začaly používat v mnoha aplikacích díky svým jedinečným elektrickým, 
mechanickým, optickým, tepelným a dalším vlastnostem, které jsou dány především 
strukturou CNTs (počet stěn, průměr, délka, chirální úhel, atd.). Mezi možné aplikace CNTs 
se zahrnují vodivé vrstvičky, solární články, palivové články, superkondenzátory, tranzistory, 
paměti, displeje, separační membrány a filtry, akumulátory, čistící systémy, senzory a 
oblečení. [5] 
CNTs lze využít i pro membrány reverzibilních osmóz, kde dochází ke snížení energie 
potřebné pro průchod molekul vody, které oproti jiným typům nanopórů protékají CNTs 
mnohem snadněji díky jejich hladkému vnitřnímu povrchu. [5] 
V oblasti medicíny jsou CNTs velmi slibnou aplikací, kde je možné na povrch CNTs 
navázat další molekuly (například v podobě léčiv a ty pak cíleně dopravovat k rakovinné 
buňce). CNTs by v medicíně mohly posloužit i jako nanojehly pro vpravování kvantových 
teček a proteinů do rakovinových buněk. [5] 
2.2 Elektrochemie 
Elektrochemie se zabývá soustavami s nabitými částicemi – ionty. Tyto soustavy mohou 
být homogenní nebo heterogenní. Při rozpouštění dochází u většiny látek k ionizaci (dochází 
u nich k elektrolytické disociaci). Látka, která alespoň částečně v roztoku disociuje na ionty, 
je elektrolyt. 
2.2.1 Nernstova rovnice 
Nernstovou rovnicí lze popsat závislost potenciálu elektrody na koncentraci iontů 
v roztoku, ale jen v případě, že elektrodou neprochází žádný proud (vyjma elektrod 
nepolarizovatelných). [14,15] 
     
  
  
                     (2) 
kde, E je elektronový potenciál [V], E° standardní elektrodový potenciál [V], n je počet 
vyměňovaných elektronů během reakce, F je Farradayova konstanta (96,485 C*mol-1), R je 
molární plynová konstanta (8,314 JK-1mol-1), T termodynamická teplota [K] a symbolem a se 
označuje aktivita oxidované nebo redukované formy. [14,15] 
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2.2.2 Elektrodový děj 
Při oxidačně redukčních chemických reakcích dochází mezi reagujícími látkami k přenosu 
elektronů. Z tohoto důvodu existuje souvislost mezi chemickými pochody a současně 
probíhajícími elektrickými procesy. 
Změna oxidačního čísla během reakce určí, zda se jedná o oxidaci nebo redukci. V případě 
oxidace dochází ke zvýšení oxidačního čísla, u redukce se naopak snižuje. Oxidaci dané látky 
způsobují oxidační činidla, u redukce je to vyvoláno redukčními činidly. Oxidační činidla 
přijímají elektrony a redukují se, redukční činidla elektrony odevzdávají a oxidují se. [13] 
2.3 Elektrochemické analytické metody 
Elektrochemické analytické metody jsou založeny na sledování změn potenciálu, či 
potenciálového rozdílu, proudu, vodivosti nebo elektrického náboje. V důsledku 
progresivního vývoje elektroniky se tyto metody rychle rozvíjejí. Nejčastěji používanými 
elektrochemickými technikami ke studiu proteinů jsou voltametrické a amperometrické 
metody. 
2.3.1 Voltametrie 
Voltametrické metody patří v elektrochemii k nejpoužívanějším technikám. Voltametrie je 
podobně jako starší polarografie založena na měření polarizačních křivek.  Měření obvykle 
probíhá v tříelektrodovém zapojení v elektrochemické cele s elektrolytem, pracovní, 
pomocnou a srovnávací (referentní) elektrodou. Referentní elektroda je zapojena tak, že jí při 
měření neprochází proud a nedochází k její polarizaci. Za těchto podmínek si referentní 
elektroda udržuje konstantní potenciál. Během měření se lineárně mění elektrický potenciál 
pracovní elektrody vůči elektrodě referentní a zaznamenává se proud protékající mezi 
pracovní a pomocnou elektrodou. Při voltametrické analýze se zpravidla polarizuje elektroda 
v obou směrech (od kladných k záporným potenciálům a naopak) a v roztoku tak dochází 
k oxidačně redukčním reakcím. [18, 19] 
2.3.2 Cyklická voltametrie (CV) 
Cyklická voltametrie patří do skupiny potenciodynamických experimentálních metod. Je 
charakterizována lineárním nárůstem potenciálu pracovní elektrody z jedné mezní hodnoty do 
druhé a zpět do výchozího bodu.  
Z toho vyplývá, že základními nastavitelnými parametry experimentu jsou potenciálové meze 
a rychlost změny potenciálu. Odezvou systému je tzv. polarizační křivka (závislost proudu 
protékajícího elektrodou na jejím potenciálu) zaznamenaná na voltamogramu (obr. 5). 
- 13 - 
 
Existují obecně dva mezní případy studovaných systémů. Jedná se o elektrodové děje vratné a 
nevratné. Při reverzibilní elektrodové reakci se získá stejně vysoký katodický i anodický pík. 
Při vzrůstající ireverzibilitě děje se píky od sebe vzdalují a jeden z nich postupně vymizí. Ze 
vzdálenosti píků lze určit rychlostní konstantu elektrodového děje. [19, 20]  
 
Obr. 5 Ukázka typického votamogramu. 
2.3.3 Diferenční pulzní voltametrie (DPV) 
Z pulzních metod má pro elektroanalytickou chemii největší význam diferenční pulzní 
polarografie (DPP) a voltametrie (DPV), kde se na potenciál lineárně se měnící s časem 
superponují malé pulsy o konstantní výšce a šířce a měří se rozdíl proudů těsně před 
počátkem pulsu a těsně před koncem pulsu, jak je ukázáno na obrázku 6A. Výsledkem je 
křivka ve tvaru „píku“ (obrázek 6B), kde poloha na potenciálové ose odpovídá hledané látce a 
velikost proudu koncentraci látky v analytu. Diferenční pulzní polarografií lze stanovit 
koncentrace analytů až 10-8 mol.l-1. [18, 20] 
2.3.4 Amperometrie 
Amperometrie je metoda odvozená od voltametrie. Analyt je stanoven z velikosti proudu 
tekoucího pracovní elektrodou. Na pracovní elektrodu je vložen potenciál (měří se proud 
v závislosti na čase). Potenciál je volen tak, aby elektrodou tekl limitní proud analytu. 
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Amperometrická instrumentace je obdobná jako ve voltametrii. Pomocí amperometrie se 
detekují látky v proudících kapalinách. 
 
 
Obr. 6 Průběh potenciálu a proudu u diferenční pulzní voltametrie. (A) Potenciál vkládaný na pracovní 
elektrodu. (B) Podoba měřeného signálu (převzato z [18]). 
2.4 Využití CNTs v elektrochemických senzorech pro detekci 
biomolekul 
CNTs jsou pro své unikátní vlastnosti často využívány při výrobě elektrochemických 
senzorů. Již samotné CNTs mají schopnost zlepšovat vlastnosti pracovních elektrod a jejich 
vhodnou modifikací lze zvýšit citlivost. 
2.4.1 Biosenzory 
První komerční biosenzor byl zkonstruován pro stanovení glukózy přímo v krvi. Byl 
založen na principu úbytku kyslíku (první model v roce 1974). 
Biosenzor je analytický přístroj obsahující citlivý prvek biologického původu, který je buď 
součástí, nebo v těsném kontaktu s fyzikálně-chemickým převodníkem. Poskytuje průběžný 
elektronický signál, který je přímo úměrný koncentraci jedné nebo několika (skupin) 
chemických látek ve vzorku. Jak je možné vidět na obrázku 11, biosenzor je složen 
z bioreceptoru a převodníku. Obě složky jsou integrovány v jednom senzoru. [10, 16, 17] 
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2.4.1.1 Fyzikálně chemický převodník – pracovní elektrody 
Pro konstrukci biosenzorů se používají různé fyzikálně chemické převodníky a to 
elektrochemické, optické, piezoelektrické a akustické, a kalorimetrické. Nejrozšířenějším 
typem jsou elektrochemické převodníky používané pro konstrukci biosenzorů, zejména 
katalytických. Elektrochemický měřicí systém může být sestaven nejméně ze dvou elektrod 
(pracovní a referentní). Systém může být doplněn o pomocnou elektrodu. Tím vznikne 
tříelektrodové zapojení, které má oproti dvouelektrodovému zapojení mnoho výhod. [16, 17] 
2.4.1.2 Bioreceptory 
Bioreceptory jsou velmi důležitou složkou biorekogniční vrstvy biosenzoru. Jsou to 
biomolekuly rozpoznávající analytický cíl. Dělí se na enzymy, protilátky, receptorové 
bílkoviny, mikroorganismy, nukleové kyseliny, rostlinné a zvířecí tkáně. [16, 17] 
 
 
Obr. 7 Obecné schéma biosenzoru. 
2.4.2 Biosondy 
Biosonda je zařízení, které snímá látky biologického původu nebo látky, které jsou 
důležitými složkami v biologických systémech. Zahrnuje tak převodníky (senzory, zařízení 
umožňující převod signálu k dalšímu zpracování) a biosenzory využívané pro bioanalytická 
měření. [8]  
2.5 Elektrochemická detekce inzulinu 
Inzulin je bílkovinný hormon produkovaný β- buňkami Langerhansových ostrůvků 
slinivky břišní, který snižuje hladinu glykémie v krvi. Je vzorový v mnoha ohledech. Byl jako 
prvý protein vyčištěn, krystalován a syntetizován chemickými i molekulárně biologickými 
technikami. Studie jeho biosyntézy vedly k významné koncepci propeptidu. Insulin má 
významné léčebné uplatnění. Pět procent populace rozvinutých zemí má diabetes mellitus a 
stejné procento má sklon k onemocnění diabetem. Diabetes mellitus je způsoben 
nedostatečným účinkem inzulinu, a to buď pro jeho absenci, nebo pro resistenci vůči účinku 
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inzulinu. Protagonistou inzulinu je glukagon. Díky vzájemnému působení inzulinu a 
glukagonu se udržuje stálá hladina glykémie v krvi. Inzulin se skládá ze dvou 
polypeptidických řetězců A a B, které jsou spojeny dvěma disulfidovými můstky, ty spojují 
A7 s B7 a A20 s B19. Třetí disulfidový můstek je uvnitř řetězce A a spojuje jeho 
aminokyselinové zbytky 6 a 11. Umístění těchto tří disulfidových můstků je neměnné a u 
většiny druhů má A řetězec 21 a B řetězec 30 aminokyselin. Struktura inzulinu zajišťuje jeho 
elektroaktivitu. Primární strukturu lidského inzulinu (Mr 5734) ukazuje obr. 8. [27]  
 
 
Obr. 8 Struktura inzulinu. 
Nejdéle používané inzuliny jsou zvířecí, dříve izolované z hovězích nebo vepřových 
pankreatů, dnes monokompetentní a vysoce čištěné. Vepřový inzulin se od lidského liší jen 
jednou modifikací (substituce alaninu za threonin na B30) a hovězí inzulin má kromě této 
modifikace ještě substituci alaninu za threonin na A8 a valinu za isoleucin na A10. 
Rekombinantními technologiemi přenosu DNA do Escherichia coli byl připraven humánní 
inzulin. Oproti zvířecím inzulinům je lidský inzulin polárnější, má rychlejší vstřebávání z 
místa podání a kratší působení. Podáváním lidského inzulinu sice dojde k lepšímu 
zkopírování fyziologické funkce tohoto hormonu, ale dojde tak k zakrytí některých varovných 
příznaků hypoglykémie, které jsou jinak přítomny při podávání zvířecích inzulinů. [26,27] 
Standardní analytické metody sloužící ke stanovení inzulinu zahrnují biotesty, imunoeseje 
a chromatografické metody. Tyto metody jsou složité, časově náročné a často vyžadují 
derivatizaci inzulinu flourescenčně aktivní nebo izotopovou značkou. Přímá elektrochemická 
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detekce tohoto významného hormonu by tedy mohla být velkou výhodou. Detekcí inzulinu s 
využitím skelné uhlíkové elektrody (GCE) modifikované pomocí CNTs se již zabývalo 
několik vědeckých týmů.  
V publikaci [23] byl inzulin úspěšně detekován pomocí modifikované GCE. Elektroda byla 
modifikována uhlíkovými nanotrubicemi, které byly rozdispergovany v 1 ml roztoku N, N-
dimethylformamidu (DMF) po dobu jedné hodiny. Poté bylo 10 μl této suspenze (obvykle s 
obsahem 2 mg/ml CNTs) nakápnuto na povrch GCE. Elektroda byla vysušena při pokojové 
teplotě a nakonec opatrně opláchnuta destilovanou vodou. Měření bylo provedeno ve 0,05 M 
fosfátovém pufru o pH 7,4, do kterého bylo přidáno 0,02% (v/v) Tweenu-80. Inzulin byl 
detekován amperometrií a cyklickou voltametrií pomocí tříelektrodového zapojení. Mezi 
hodnotami potenciálu 0,5- 0,8 V byla pozorována vlna inzulinu. 
V článku [24] byla detekce inzulinu provedena na GCE modifikované chitosanem a 
uhlíkovými nanotrubicemi. CNTs byly dispergovány v 0,2 % roztoku chitosanu ultrazvukem 
po dobu 15 minut a povrch GCE modifikován nakápnutím 20 μl Příprava filmové elektrody 
byla optimalizována tak, aby se maximalizoval poměr signál šumu pro oxidaci inzulinu a 
minimalizoval rozsah zanášení elektrody při oxidaci inzulinu. Na základě výsledků byla pro 
ovrstvování elektrody zvolena koncentrace CNTs 1 mg v 1 ml chitosanu a detekční limit 
inzulinu na takto modifikované GCE byl 30 nM.  
Publikace [25] byla zaměřena na detekci inzulinu pomocí GCE modifikované oxidem 
ruthenia (RuOx) a CNTs/RuOx. Oxid ruthenia byl na povrch samotné GCE a GCE ovrstvené 
filmem CNTs vyloučen elektrodepozicí z roztoku 0.30 mM RuCl3 v10 mM HClO4.  
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3 Experimentální část 
V této části jsou uvedeny použité chemikálie, příprava roztoků, popsány použité elektrody 
a jejich modifikace.  
3.1 Chemikálie 
V práci byly použity 1- methyl-2- pyrolidon (MP), hydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4) 
od firmy Fluka, N-N-dimethylformamid (DMF), kyselina chlorovodíková (HCl, 35%), 
kyselina chloristá (HClO4, 70%), dihydrogenfosforečnan sodný (NaH2PO4) z firmy Penta, 
chlorid ruthenitý (RuCl3) a Tween- 80 od firmy Merck, vepřový insulin s chitosan a Multi- 
wall carbon nanotubes (MWNT) byly dodány firmou Sigma-Aldrich.  
3.2 Elektrody 
V této práci byly využity planární tlustovrstvé elektrody s tištěnou uhlíkovou pracovní 
elektrodou (komerční pasta BQ221, DuPont) a CNTs stříkanou pracovní elektrodou. Povrch 
uhlíkových elektrod byl modifikován přečištěnými a nečištěnými CNTs, CNTs/RuOx a 
CNTs/chitosan.  
3.3 Elektrochemická měření 
Elektrochemická měření byla provedena na potenciostatu PalmSens. Bylo měřeno metodou 
cyklická voltametrie v potenciálovém rozsahu od 0 do +1, s rychlostí skenu 50 mV/s a 
metodika tříelektrodového systému s  modifikovanou pracovní uhlíkovou, referentni 
argentchloridovou (Ag/AgCl) a pomocnou platinovou (Pt) elektrodou. Jako základní 
elektrolyt byl použit fosfátový pufru (0,05 M, pH 7,4). V případě elektrodepozice RuOx byl 
využit a μAutolabIII (Metrohm). 
3.4 Přečištění CNTs 
Byly naváženy 2 g CNTs (OD= 40-70 nm, ID= 5-4 nm, délka= 0,5-2 μm, 95+%), které 
byly smíchány s 250 ml HCL a po dobu 15 minut dispergovány v ultrazvuku. Vzniklá 
suspenze byla poté 6 hodin míchána pod refluxem při teplotě 130 °C (420 rpm) a následně 
ještě 24 hodin při laboratorní teplotě. Směs byla po ochlazení 5 minut dispergována v 
ultrazvuku. Po vyjmutí z ultrazvuku byl objem 250 ml HCl/2 g CNTs rozdělen do zkumavek, 
které byly postupně odstřeďovány v centrifuze při 3400 rpm vždy 15  minut. CNTs se usadily 
na dně zkumavky, kapalina nad usazeninou byla odlita a CNTs byly promyty MilliQ vodou. 
Postup byl opakován, dokud nebylo dosaženo neutrálního pH. Po přečištění byly CNTs 
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usušeny, rozemlety a uskladněny v exsikátoru. Výsledná hmotnost přečištěných CNTs byla 
1,522 g. 
3.5 Příprava roztoků 
Všechny roztoky byly připraveny s využitím MilliQ vody (firma Millipore). 
3.5.1 Fosfátový pufr 
Fosfátový pufr byl připraven z hydrogenfosforečnanu sodného a dihydrogenfosforečnanu 
sodného. Byly připraveny 0,1 M zásobní roztoky obou hydrogenfosforečnanů. V odměrné 
baňce bylo smícháno 19 ml dihydrogenfosforečnanu s 81 ml hydrogenfosforečnanu a směs 
byla doplněna MilliQ vodou na objem 200 ml. 
3.5.2 Roztok pro elektrodepozici RuOx 
0,30 mM roztok RuCl3 v  byl připraven rozpuštěním 0,012 g RuCl3 v 200 ml 10 mM 
HClO4. 
3.5.3 Roztok chitosanu 
0,2 % roztok byl připraven rozpuštěním vloček chitosanu v horkém vodném roztoku 
0,10 M HCL (80-90 °C). Po ochlazení na pokojovou teplotu bylo upraveno pH na hodnotu 3.5 
pomocí roztoku NaOH. 
3.5.4 Roztok inzulin 
Zásobní roztok inzulinu o koncentraci 0,05 mM byl připraven rozpuštěním 0,0029 g 
vepřového práškového inzulinu v 1 ml 0,02 M HCl, ve kterém bylo obsaženo 0,02 % 
Tweenu-80. 
3.6 Modifikace tištěných uhlíkových elektrod 
Modifakace povrchu tištěných uhlíkových elektrod byla prováděna na základě literární 
rešerše uvedené v kapitole 2.5. 
3.6.1 Modifikace přečištěnými CNTs 
Přečištěné CNTs byly 1 h dispergovány v ultrazvuku v MP a DMF v poměrech uvedených 
v tabulce 2. Rozdispergované CNTs pak byly nakapávány na povrch uhlíkové pracovní 
elektrody mikropipetou v množství 2 μl. 
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Tabulka 2: Přehled koncentrací CNTs dispergovaných v  rozpouštědlech MP a DMF. 
CNTs (mg) MP (ml) DMF (ml) 
1 1 1 
2 1 1 
5 1 1 
10 1 1 
20 1 1 
3.6.2 Modifikace nečištěnými CNTs 
Postup modifikace nečištěnými CNTs byl stejný jako v případě přečištěných CNTs (viz 
kapitola 3.6.1). V tomto případě však bylo použito pouze rozpouštědlo DMF a koncentrace 
CNTs 2 mg v 1 ml DMF. 
3.6.3 Modifikace CNTs/RuOx 
Pracovní elektroda byla nejdříve ovrstvena CNTs (nakápnutím suspenze 2 mg CNTs 
v 1 ml DMF jako v kapitole 3.6.2) a poté cyklována v roztoku 0.30 mM RuCl3/10 mM HClO4 
mezi potenciály – 0,80 až +0,65 V, při rychlosti skenu 10V/s po dobu 12,5 min.  
3.6.4 Modifikace CNTs/chitosan 
CNTs byly dispergovány ultrazvukem v 0,2 % roztoku chitosanu po dobu 15 minut. 
Elektrody byly modifikovány nakapáním 15 μl vzniklé suspenze CNTs/chitosan, aby byl 
zcela pokryt povrch pracovní elektrody. 
  
- 21 - 
 
4 Výsledky a diskuse 
4.1 Charakterizace elektrod 
4.1.1 Planární elektrody- tištěné 
Planární tištěné elektrody byly proměřeny cyklickou voltametrií v základním fosfátovém 
pufru (0,05 M, pH 7,4). Pracovní elektroda byla uhlíková (DuPont BQ221), nanesená na 
uhlíkovém stříbrném kontaktu (ESL 5662-G). Na obrázku 9 (vlevo) je zobrazena pracovní 
elektroda na uhlíkovém kontaktu (DuPont 7402), kde je zobrazena základní odezva 
v elektrolytu. Oxidační proudová odezva v oblasti detekce inzulinu (přibližně 0,7V) se 
pohybovala v rozmezí 0,1 μA. Na obrázku 9 (vpravo) je pozorovatelný výrazný pík o 
velikosti 5 μA při potenciálu 0,4 V. Pozorovaný pík na obrázku vpravo je pravděpodobně 
způsobený přítomností stříbrného kontaktu a v porovnání s obrázkem vlevo je mnohem horší 
a k analýze nepoužitelný.  
  
  
Obr. 9 Planární tištěné elektrody na uhlíkovém (vlevo) a stříbrném kontaktu (vpravo). 
4.1.2 Planární elektrody- stříkané 
Planární stříkané elektrody byly proměřeny cyklickou voltametrií v základním fosfátovém 
pufru (0,05 M, pH 7,4). Pracovní elektroda byla uhlíková na stříbrném a uhlíkovém kontaktu. 
Na obrázku 10, u pracovní elektrody na stříbrném kontaktu, je z grafu možné vyčíst oxidační 
proudovou odezvu v oblasti detekce inzulinu (přibližně 0,7 V) v rozsahu 2 μA při potenciálu 
od 0,7 V. Z druhého grafu na obrázku 10 je elektroda na uhlíkovém kontaktu, která byla 
připravena stříkáním ve dvou roztocích (1- methyl-2- pyrolidon (MP) a N-N-
dimethylformamid (DMF)). U CNTs v roztoku MP je vidět vyšší základní odezva (přibližně 
5 μA), než u roztoku DMF (0,1 μA).  
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Obr. 10 Planární stříkané elektrody na uhlíkovém (vlevo) a stříbrném kontaktu (vpravo). 
 
Po prvním neúspěšném experimentu byla vyzkoušena detekce pomocí nečištěných CNTs 
na různých elektrodách. Jak je možné vypozorovat z jednotlivých grafů uvedených na 
obrázcích 9 a 10, byla nejvhodnější CNTs modifikovaná pracovní elektroda na uhlíkovém 
kontaktu (obrázek 9 vlevo). Byl proveden i test s množstvím CNTs, kterými byla elektroda 
modifikována. Po experimentech bylo z důvodu nejnižší proudové odezvy zvoleno jako 
nejvhodnější množství CNTs na pracovní elektrodě 2 mg v 1 ml DMF. Takto CNTs 
modifikované elektrody byly využity pro další modifikace, např. oxidem ruthenia a 
chitosanem, které jsou uvedeny dále. 
4.1.3 Modifikace planárních elektrod 
Na prvním obrázku 11 ze SEM analýzy je vidět pracovní elektroda realizovaná pastou 
BQ221 od firmy Dupont. Pracovní elektroda BQ221 byla 10x zcyklována pomocí CV jako 
ostatní dvě elektrody (modifikovaná CNTs a CNTs/RuOx elektroda), u kterých se 
postupovalo stejným způsobem. Na obrázku 11 je z grafu vidět, že pracovní elektroda má 
nízkou základní odezvu v elektrolytu, která se pohybovala v rozsahu 0,1 μA při potenciálu 
0,7 V. Na obrázku 12 je pracovní elektroda modifikovaná CNTs v DMF roztoku, u ní je ve 
voltamogramu pozorována nízká odezva v rozmezí 0-0,1 μA. Planární tištěné elektrody 
modifikované pomocí nečištěných CNTs byly vybrány jak pro detekci inzulinu, tak i pro 
následné modifikace RuOx a chitosanem. Na obrázku 13 je pracovní elektroda modifikovaná 
pomocí nečištěných CNTs/RuOx, kde byla základní odezva v oblasti detekce inzulinu kolem 
1 μA. Tato elektroda byla pro detekci inzulinu označena jako nevhodná z důvodu velkého 
proudu v oblasti nad 0,8 V). Po prvním neúspěšném experimentu byla vyzkoušena detekce 
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pomocí nečištěných CNTs na různých elektrodách. Planární tištěné CNTs modifikované 
elektrody byly využity pro další modifikace, např. oxidem ruthenia a chitosanem.  
 
 
Obr. 11. SEM analýza BQ221 pracovní elektrody (vlevo) a její CV v základním elektrolytu (vpravo). 
 
 
Obr. 12. BQ 221 elektrody modifikované CNTs (vlevo) a její CV v základním elektrolytu (vpravo). 
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Obr. 13. BQ 221 elektrody modifikované CNTs/RuOx (vlevo). CV v základním elektrolytu (vpravo). 
4.2 Detekce inzulinu CV 
Veškerá měření byla provedena pomoví potenciostatu PalmSens (firma) s nečištěnými 
CNTs modifikovanou pracovní elektrodou BQ221, cyklickou voltametrií v potenciálovém 
rozsahu od 0 do 1 V, se změnou potenciálu 50 mV/s ve fosfátovém pufru (0,05 M, pH 7,4) 
s přídavky inzulinu pro dosažení určité koncentrace. Na obrázku 14 jsou zobrazeny výsledky 
experimentu, kde byly do základního pufru postupně přidávány přídavky známé koncentrace 
inzulinu v rozmezí 0,25-10 μmol/L. Základní odezva pracovní elektrody se při potenciálu 
0,7 V pohybovala kolem 0,1 μA a po postupném přidávání koncentrace se zvyšovala 
v rozsahu od 0,1 do 0,4 μA. Inzulin nebyl přidáván metodou konstantního přídavku. Objemy, 
které byly přidávány, se postupně navyšovaly. V tomto případě byla elektroda schopna 
detekovat koncentrace inzulinu od 0,5 do10 μmol/L. 
Na obrázku 15 byl proveden experiment s konstantním přídavkem inzulinu od 0,244 do 
1,489 μmol/L. Základní odezva v elektrolytu se při oxidaci pohybovala v oblasti kolem 
0,1 μA. Při zvyšování koncentrace inzulinu došlo při potenciálu 0,7 V k postupnému 
zvyšování proudové odezvy v rozsahu od 0,1-0,2 μA/přídavek s pozorovatelnou 
voltametrickou vlnou. Kalibrační křivka uhlíkové pracovní elektrody s CNTs získaná 
z grafické závislosti uvedené na obrázku 15 při potenciálu 0,7 V je zobrazena na obrázku 16. 
Z kalibrační křivky vyplývá, že je její závislost v testovaném rozsahu koncentrací od 0,244 do 
1,489 μmol/L lineární. 
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Obr. 14 Změna odezvy pracovní elektrody BQ221 modifikované CNTs v závislosti na koncentraci 
inzulinu v případě, kdy nebyl inzulin dávkován metodou konstantního přídavku. 
 
 
Obr. 15 odezvy pracovní elektrody BQ221 modifikované CNTs v závislosti na koncentraci inzulinu 
v případě, kdy byl inzulin dávkován metodou konstantního přídavku. 
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Obr. 16 Kalibrační křivka uhlíkové pracovní elektrody s CNTs na přídavky inzulinu získaná z grafu na 
obrázku 15 při potenciálu 0,7 V. 
 
Na obrázku 17 je zobrazen výsledek experimentu uhlíkové pracovní elektrody s CNTs 
modifikovanými RuOx. Z grafu je zřejmé, že koncentrace byly přidávány od 0,5 do 10 
μmol/L. Základní odezva se pohybuje kolem 0,3 μA při potenciálu 0,7 V. Z grafické 
závislosti uvedené na obrázku 17 vyplývá, že po přídavku inzulinu došlo pouze k velmi malé 
změně proudové odezvy. 
 
Obr. 17 Změna odezvy v závislosti na koncentraci inzulinu na pracovní elektrodě 
BQ221modifikované CNTs/RuOx. 
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Na obrázku 18 je zobrazena proudová odezva pracovní elektrody s CNTs modifikovanými 
chitosanem, kde byly přídavky inzulinu zvoleny stejně jako v předchozím případě od 0,5 do 
10 μM. Z grafu je zřejmé, že detekce byla neúspěšná. Základní odezva se při oxidaci 
pohybovala přibližně na hodnotě 2 μA. Po přídavcích inzulinu bylo pozorováno jen nepatrné 
navýšení proudové odezvy (3 μA) a v grafické závislosti nedošlo k žádnému viditelnému 
nárůstu odezvy v podobě voltametrické vlny. 
 
Obr. 18 Změna odezvy v závislosti na koncentraci inzulinu na pracovní elektrodě BQ221 
modifikované CNTs/chitosan, v případě, kdy nebyl inzulin dávkován metodou konstantního přídavku. 
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5 Závěr 
V této bakalářské práci byl řešen problém přímé elektrochemické detekce inzulinu pomocí 
CNTs modifikovaných tlustovrstvých planárních uhlíkových elektrod. Základní pracovní 
elektrody byly tvořeny pastou BQ221 a modifikovány tenkým filmem CNTs, CNTs/oxid 
ruthenia a CNTs/chitosan. Nejlepší výsledky detekce inzulinu v rozmezí od xxx do xxx 
mol/L byly dosaženy u pracovních elektrod modifikovaných nízkou koncentrací nečištěných 
CNTs, které vykazovaly i nízkou základní odezvu v čistém elektrolytu. Ostatní modifikace 
způsobily zvýšení základní odezvy samotné elektrody. V případě modifikace CNTs/oxid 
ruthenia se neprojevila detekce inzulinu v takovém rozsahu, jako bylo na základě rešerše 
z jiných vědeckých zdrojů očekáváno. U pracovních elektrod modifikovaných CNTs/chitosan 
se přítomnost inzulinu v roztoku neprojevila vůbec. Pouze došlo k nepatrnému nárůstu 
proudové odezvy od základní odezvy v elektrolytu. 
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6 Seznam použitých zkratek a symbolů 
SWNCTs = SWNTs 
 
Jednostěnné uhlíkové nanotrubice  
MWCNTs = MWNTs 
 
Vícestěnné uhlíkové nanotrubice 
MT 
  
Metalothionein 
  CNTs 
  
Uhlíkové nanotrubice 
 
HNO3 
  
Kyselina dusičná 
  
H2SO4 
  
Kyselina sírová 
  CV 
  
Cyklická voltametrie 
 DPV 
  
Diferenční pulzní voltametrie  
 DPP 
  
Diferenční pulzní polarografie 
 GCE 
  
Skelná uhlíková elektroda 
 DMF 
  
N, N- dimethylformamid 
 MP 
  
1- methyl- 2- pyrolidon 
 HCl 
  
Kyselina chlorovodíková 
 RuOx 
  
Oxid ruthenia 
 RuCl3 
  
Chlorid ruthenitý  
 HClO4 
  
Kyselina chloristá 
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